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L'UTILISATION DU FROID POUR LA CONSERVATION 
A LONG TERME DES ORGANES VEGETAUX 
Daniel COME*, Florent ENGELMANN** 
M U M É  : Différentes techniques sont recherchées pour as- 
surer une conservation à long terme des semences et des 
organes produits par la culture in vitro. La conservation des 
semences orthodoxes ne pose généralement pas de prob@ 
me important. II suffit souvent de les déshydrater suffisam 
ment et de les maintenir à une température aussi basse que 
possible. La lyophilisation pourrait être aussi une méthode 
intéressante. Au contraire, les semences récalcitrantes sont 
très difficiles à conserver, à cause de leur sensibilité à la 
dessiccation et à l'abaissement de la température. Le seul 
moyen actuel qui soit réellement efficace pour la conserva- 
tion prolongée des organes produits in vitro est la cryocon- 
servation, c'est-à-dire leur maintien à une très basse tempé- 
rature (généralement celle de l'azote liquide). Cependant, la 
mise en œuvre d'un tel procédé nécessite une longue mise 
au point qui dépend de l'espèce et de l'organe considérés. 
Cette méthode est peut-être aussi envisageable pour certai- 
nes semences récalcitrantes. 
1. 
I NTRBDUCTION 
La conservation à long terme des organes végétaux capables de repro- 
duire une plante apparaît de plus en plus comme une nécessité absolue, 
en particulier pour assurer le maintien du potentiel génétique des espè- 
ces et pour la mise en place de banques de gènes. Des efforts importants 
ont été faits, depuis de nombreuses années, pour permettre une survie 
prolongée des semences des multiples obtentions végétales, souvent 
hautement sélectionnées, mais aussi des espèces sauvages qui consti- 
tuent de véritables réserves de gènes utilisables en amélioration des 
plantes. Plus récemment, le développement des techniques de la culture 
in vitro a également conduit à la rechercqe âe méthodes efficaces de 
conservation des organes produits de cette facon. 
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SUMMARY : Various techniques ares investigated for long- 
term storage of seeds and organs produced by in vitro cultu- 
re. Storage of orthodox seeds is usually easy. They must be 
sufficiently dehydrated and maintained at a temperature as 
low as possible. Freeze-drying seems also to be an interes- 
ting method. On the contrary, recalcitrant seeds are very dif- 
ficult to store, since they are very sensitive to dehydration 
and to chilling. The only current method which is really ef- 
fective for long-term storage of organs produced in vitro is 
cryopreservation, i.e. storage at very low temperature 
(usually in liquid nitrogen). However, the use of this process 
requires a long restatement depending on the species and 
the organ. This method could also be viewed for some recal- 
citrant seeds. 
Pousses feuillées issues de matériel cryoconservd 
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1. LE CAS DES SEMENCES 
Les semences sont, par excellence, les organes de propagation et de sur- 
vie des végétaux supérieurs. Toutefois, si beaucoup d'entre elles restent 
viables très longtemps dans les conditions ordinaires, d'autres meurent 
rapidement. Ce sont ces dernières qui posent de réels problèmes de con- 
servation. 
1.1. La longévité des semences 
Ewart (1 ) a classé les semences en trois catégories selon leur durée de 
survie dans les conditions naturelles : les semences macrobiotiques, 
mésobiotiques et microbiotiques. 
- Les semences macrobiotiques survivent plus de 15 ans. Ce sont 
surtout des semences dites (( dures D, dont les téguments sont imper- 
méa- 
bles à l'eau. Leur longévité atteint souvent 50 à 100 ans (2). Becquerel 
(3, 4) a obtenu la germination de semences très anciennes provenant 
des collections du Muséum d'Histoire Naturelle de Paris. Les semences 
de lotus (Nelumbo nucifera) sont bien connues pour leur longévité de 
plusieurs centaines d'années (5). 0dum (6) a pu faire germer des 
semences de Chenopodium album et de Spergula arvensis qui étaient 
âgées d'environ 1 700 ans. Mais le record est actuellement détenu par 
les graines de lupinus arcticus qui germent encore après plus de 
10 O00 ans (7). 
- Les semences mésobiotiques restent viables pendant trois à cir,q 
ans. Ce sont les plus fréquentes. 
- Les semences microbiotiques meurent en moins de trois ans. I I  en 
existe de nombreux exemples (2). Certaines ne survivent que quelques 
semaines ou même quelques jours. Les semences riches en réserves 
lipidiques et, surtout, celles qui ne supportent pas la dessication (semen- 
ces dites (( récalcitrantes v) entrent dans cette catégorie. 
1.2. Semences orthodoxes et semences récalcitrantes 
Les semences ont été qualifiées d'orthodoxes ou de récalcitrantes par 
Roberts (8) selon qu'elles supportent ou non la dessiccation. Les semen- 
ces orthodoxes subissent une forte déshydratation aú cours de leur ma- 
turation et survivent parfaitement dans cette état ; ce sont les plus 
nombreuses. Les semences récalcitrantes restent, au contraire, très 
aqueuses et meurent rapidement quand elles perdent de l'eau. Elles se 
rencontrent chez quelques espices arborescentes des climats tempérés 
(chêne, châtaignier, noyer, marronnier, saule), mais elles sont surtout 
caractéristiques de certains arbres tropicaux ou subtropicaux. 
A maturité, les semences orthodoxes ont généralement une teneur en 
eau de l'ordre de 1 O à 15 % par rapportà la matière sèche. Elles suppor- 
tent même une déshydratation plus poussée ; cette propriété est d'ail- 
leurs mise à profit pour prolonger leur viabilité. Leur germination exige 
évidemment un apport d'eau ; elle est aussi étroitement dépendante des 
facteurs du milieu (principalement la température) et se trouve souvent 
sous le contrôle de multiples systèmes régulateurs qui constituent les 
dormances. 
Au contraire, les semences récalcitrantes sont très sensibles à la dessi- 
cation. La teneur en eau au-dessous de laquelle elles meurent est géné- 
ralement comprise entre 20 et 50 % par rapport à la matière sèche (ta- 
bleau l). Leur germination doit donc se produire dès qu'elles tombent sur 
le'sol, sinon elles ne survivent pas. De plus, elles ne présentent aucune 
dormance bien marquée et sont naturellement suffisamment hydratées 
pour qu'elles germent sans apport d'eau supplémentaire. Elles sont 
même souvent capables de germer sur l'arbre ou dans le fruit où elles se 
trouvent enfermées. Leur biologie et la physiologie de leur germination 
sont beaucoup moins bien connues que dans le cas des semences or- 
thodoxes. 
1.3. Conservation des semences orthodoxes 
La température de conservation et la teneur en eau des semences ortho- 
doxes sont les principaux facteurs de leur longévité (9, 10, 11, 12). 
D'une facon générale, plus elles sont déshydratées et plus la températu- 
re est basse, plus leur viabilité est prolongée. D'après les travaux de 
Roberts et Ellis (13), leur durée de vie est doublée chaque fois que leur 
teneur en eau est diminuée de 2,5 % ou que la température est abaissée 
de 6 'C. Pour assurer une conservation très prolongée de ces semences, 
il est donc conseillé de les maintenir au froid et dans un état de déshy- 
dratation aussi poussé que possible. De très basses températures 
(- 20 OC au moins) sont souvent très favorables à leur survie. Le Bu- 
reau International des Ressources Génétiques recommande d'amener 
leur teneur en eau à 5 k 1 % (par rapport à la matière fraîche) et de les 
placer dans des récipients hermétiquement clos, à une température ne 
dépassant pas - 18 "C (13). Des résultats récents permettent d'espé- 
rer une conservation de très longue dur6e dans l'azote liquide ou par 
lyophilisation. De telles méthodes pourraient présenter un grand intérêt 
pour des résultats obtenus après quatre ans et huit ans avec les semen- 
ces de quelques espèces cultivées pour lesquelles la conservation par 
lyophilisation semble très intéressante. Cette technique a, de plus, le 
grand avantage de ne nécessiter aucun local particulier, à condition que 
les semences soient maintenues sous vide. 
1.4. Conservation des semences récalcitrantes 
Du fait qu'elles ne supportent pas une dessiccation importante, les, 
semences récalcitrantes ne peuvent être conservées qu'à I'état hydraté. 
Mais elles risquent de germer car elles ne présentent pas de dormance. 
II est donc nécessaire de les maintenir humides tout en empêchant ou en 
limitant leur germination. Cemploi du froid ne permet généralement pas 
de résoudre ce problème. En effet, les semences récalcitrantes étant, le 
plus souvent, d'origine tropicale, elles ne survivent pas quand elles sont 
placées à des températures trop basses. Elles sont sensibles au gel puis- 
qu'elles sont riches en eau, mais elles ne tolèrent pas, non plus, des tem- 
pératures fraîches (inférieures, en général, à t 12 "C ou t 15 OC) qui 
occasionnent des (( maladies du froid )). 
Lorsqu'elles sont conservées au sec, les semences récalcitrantes meu- 
rent rapidement parce qu'elles se déssèchent (figure 1 ). Cependant, 
pour les semences de quelques espèces vivant en climats tempérés, qui 
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Figure 1 : Relation entre la teneur en eau (en %par rapport î i  la matid- 
nt Seche) et la Viabilitd (en % par rapport aux semences témoins 
'fraichement dcdtbs)  des semences rdcalcitrantes de 4 espdces tm 
picales consew&sau sec, 20 OC 1, hlangifera indica ; 2 Symphonia 
globulifem ; 3 Shore8 roxburghii ; 4, Hope8 odorata. Au moment de la 
dcdte, toutes les semences dtaient parfaitement Viables. D'apds 
Corbineau et Côme (14). 
Exemple de semences ré 
au-dessous 
Tableau 1 
alcitrantes 
e laquelle e 
Espèces 
Acer platanoides , 
Acer saccharinum 
Citrus grandis 
Citrus sinensis 
Hevea brasiliensis 
Hopea odorata 
Mangifera indica 
Quercus alba 
Quercus sessiliflora 
Shorea roxburghii 
Symphonia globulifera 
Theobroma cacao 
teneur moyenne en eau 
s meurent 
Teneur minimale en eau 
(% matière sèche) 
30935 
.30 à 34 
52 
25 
25 à 30 
20 à 25 
30 à 35 
25 
30 à 40 
25 à 30 
40 à 45 
45 à 50 
sont réputées très sensibles à la dessiccation, il est possible de prolon- 
ger leur viabilité en les déshydratant partiellement et en les placant au 
voisinage de O OC. Parmi ces espèces, on peut citer le chêne, le hêtre, le 
châtaignier, le noyer, le saule et le peuplier (15, 16, 17, 18). 
Les semences tropicales récalcitrantes maintenues en milieu humide 
sont trop sensibles au froid pour qu'une conservation de longue durée 
puisse être envisagée. Ainsi, dans les exemples de la figure 2, une forte 
mortalité apparaît rapidement quand la température est inférieure à 
10 OC pour Shorea roxburghii, 12 OC pour Mangifera indica (manguier), 
15 OC pour Symphonia globulifera et environ 20 OC pour Hopea odora- 
ta. Aux températures qui n'entraînent pas de maladie du froid, la conser- 
vation ne peut pas dépasser quelques mois parce que la germination est 
trop rapide. Pour de telles semences, il n'existe actuellement aucune mé- 
thode satisfaisante de conservation à long terme. 
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Figure 2 : Évolution au cours de la conservation en milieu humide, à 
50, 100, 1 2 0  et 15oC, de la viabilité {en % par rapport aux semences 
témoins fraîchement récoltées) des semences récalcitrantes de 4 
espèces tropicales. A, Shorea roxburghii; 6, Mangifera indica; C, 
Hopea odorata ; D, Symphonia globulifera. Au moment de la récolte, 
toutes les semences étaient parfaitement wiables. D'après Corbineau 
et Côme (14). 
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Vitro plant, provenant de matériel cryoconservé en cours d'acclima 
ta tion en serre. 
2. LE CAS DES ORGANES PRODUITS IN VITRO 
Les techniques de la culture in vitro se sont beaucoup développées en 
vue de la production en masse de jeunes plants ou d'embryons somati- 
ques, du maintien de souches ayant des caractéristiques particulières, 
etc. Actuellement, la seule méthode susceptible d'assurer une très Ion- 
gue conservation du matériel végétal produit grâce à ces techniques est 
la cryoconservation, c'est-à-dire le stockage à une très basse températu- 
re (généralement celle de l'azote liquide). Dans ces conditions, en effet, 
les divisions cellulaires sont arrêtées et tous les processus métaboliques 
sont totalement bloqués sans être alertés, ce qui permet une conserva- 
tion pendant une durée théoriquement infinie (19). 
2.1. Principe de la cryoconservation 
Aucun organe hydraté ne peut survivre à une température aussi basse 
que celle de l'azote liquide (- 196 OC) sans y avoir été (( préparé )). De 
plus, à l'issue de la conservation, il faut pouvoir le réchauffer sans qu'il 
subisse de dommage. Enfin, il est nécessaire qu'il reprenne une activité 
organogénétique normale après avoir été réchauff é. La cryoconservation 
comprend donc toute une série d'étapes que l'on peut résumer de la 
facon suivante : 
- Prétraitement : II s'agit de la préparation des organes à supporter les 
très basses températures. Celles-ci consiste schématiquement en une 
déshydratation partielle des cellules et en l'emploi obligatoire de sub- 
stances cryoprotectrices dont la nature peut être très variable ; ce traite- 
ment est complété, dans certains cas, par un endurcissement au gel par 
séjour plus ou moins prolongé des cultures à une température froide 
mais positive. 
- Congélation : Elle est parfois réalisée par trempage direct des 
ampoules contenant les échantillons dans l'azote liquide, mais, le plus 
souvent, elle est effectuée en deux étapes : refroidissement programmé 
jusquä une température généralement comprise entre - 40 O C  et 
- 100 O C ,  puis immersion dans l'azote liquide. 
- Conservation : Elle est assurée par maintien des ampoules dans 
l'azote liquide et ne présente aucune difficulté particulière. 
- Réchauffement : Dans la plupart des cas, il doit être très rapide pour 
éviter que les microcristaux de glace formés lors de la congélation 
fusionnent et atteignent une taille dommageable pour l'intégrité des cel- 
lules. II se fait généralement par transfert direct des ampoules de l'azote 
liquide dans un bain-marie à environ 40 'C. 
- Post-traitement : C'est la remise en culture in vitro du matériel ré- 
chauffé, dans des conditions adaptées à la reprise de sa croissance. 
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2.2. Un exemple : les embryons somatiques de palmierà huile 
l a  cryoconservation n'est pas toujours simple à mettre en œuvre, cha- 
que cas devant faire l'objet d'une lòngue étude destinée à déterminer, 
pour chacune des étapes, les conditions les mieux adaptées. Elle a été 
réalisée expérimentalement avec plus de 70 espèces végétales, sous 
des formes diverses : suspensions cellulaires, cals, méristèmes, em- 
bryons somatiques, polliniques ou zygotiques (20). Toutefois, le passa- 
ge de la mise au point d'une méthode de cryoconservation à son utilisa- 
tion dans le procédé de multiplication in vitro d'une espèce donnée reste 
encore exceptionnel. II est en cours de réalisation dans le cas du palmier 
à huile (21,22, 23). 
Dès 1970, I'IRHO (Institut de Recherches pour les Huiles et Oléagineux) 
s'est associé à I'ORSTOM (Institut Francais de Recherche Scientifique 
pour le Développement en Coopération) pour la recherche d'une métho- 
de de multiplication végétative du palmierà huile par culture in vitro. En 
effet, les techniques classiques (bouturage, greffage ou marcottage) ne 
f- TRAITEMENT 
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Figure 3 : Schéma du procédé de multiplication in vitro du palmier ri 
huile. Les niveaux d'application de la cryoconservation sont indiqués 
par des astérisques 
sont pas applicables à cette plante dont seul le bourgeon terminal est 
végétatif. 
La méthode de multiplication in vitro qui a été mise au point, résumée 
dans la figure 3, utilise I'embryogénèse somatique à partir de cals foliai- 
res (24,25). Les plants sont produits à grande échelle grâce au dévelop- 
pement d'embryons adventifs sur les embryons somatiques. Cette emb- 
ryogenèse se poursuit, dans certains cas, de manière continue et permet 
le maintien en culture in vitro de lignées dembryoides pendant plusieurs 
ann ées. 
Du fait de l'industrialisation du procédé, il a été envisagé de mettre au 
point une méthode de cryoconservation des embryons somatiques pour 
* faire face àdeux problèmes de nature différente : 1) la gestion des labo- 
ratoires, car l'apport constant de matériel végétal implique une augmen- 
tation des surfaces des salles de culture et les repiquages réguliers né- 
cessaires à l'entretien des clones d'embryoides entraînent des coûts éle- 
vés en main-d'œuvre et en équipement ; 2) le maintien de la conformité 
du matériel régénéré qui exige de diminuer le plus possible la durée de la 
multiplication in vitro, à cause des risques d'apparition d'anomalies liées 
à l'emploi de régulateurs de croissance. 
La méthode de cryoconservation qui a été mise au point (21, 22) a été 
appliquée aux embryons en multiplication et aux structures embryogè- 
nes (figure 3). Elle comporte les étapes suivantes qui sont schématisées 
dans la figure 4 : 
Figure 4: Schéma général du procédé de cryoconservation des 
embryoïdes de palmier à huile. 1 et 7; matériel de départ: 1, 
embryoïdes en multiplication; 1; structures embryogènes; 2 obten- 
tion de massifs d'embryoïdes pour la congélation {culture de 2 mois 
sur un milieu contenant du saccharose 0,3M) ; 3 dissection des mas- 
sifs d'embryoïdes et prétraitement de 7jours sur un milieu contenant 
du saccharose 0,75M; 4, refroidissement :a, rapide; b, programmé; 
5, stockage dans l'azote liquide; 6, réchauffement (1 min à t 40 OC) ; 
7, post-traitement : a, 1 semaine en présence de saccharose 0,3M et 
de 24-D l@M {embrywdes en multiplication) ; b, 2 semaines en pr& 
sence de saccharose 0,lM et de 24-D 10-6M (embryoïdes en multipli- 
cation) ; 8, repiquages successifs sur le milieu de multiplication pour 
la reprise de la prolifération; 9, repiquage en bocal pourl'extension 
des cultures et la production de pousses feuillées 
- Obtention de jeunes embryoides, seuls capables de résister à la 
congélation. Ces embryoides sont produits avec une fréquence élevée 
après une culture de deux mois sur un milieu enrichi en saccharose (23). 
- Rétraitement : Les massifs d'embryoïdes sont placés pendant 7 
jours sur un milieu fortement enrichi en saccharose, ce qui a pour effet 
de diminuer leur teneur en eau. 
- Congélation et conservation : Les massifs d'embryoides, placés 
dans des cryotubes stériles de 2 mi, sont congelés rapidement (200 OC 
min-'), par immersion directe dans l'azote liquide, ou en deux étapes 
comprenant un refroidissement contrôlé de t 20 OCà - 100 OC, réali- 
sé au moyen d'un congélateur programmable (type Minicool, commer- 
cialisé par l'Air Liquide), suivi d'une immersion puis dun stockage dans 
l'azote liquide (les vitesses de refroidissement varient alors de 0,5 O C  
min-' à 40 O C  m i r i  ). 
- Réchauffement : Les cryotubes sont plongés pendant une minute 
dans un bain-marie thermostaté à 40 O C c .  
- Post-traitement : Les massifs d'embryoides sont cultivés pendant 
trois semaines sur des milieux additionnés d'acide 2,4dichlorophéno- 
xyacétique (2,4-D) et progressivement appauvris en saccharose. Ils sont 
ensuite repiqués sur un milieu dépourvu d'auxine. 
Des vitroplants, obtenus par culture de massifs d'embryoïdes traités de 
cette facon, ont été acclimatés en serre et se sont comportés normale 
ment. Par ailleurs, des pousses feuillées de deux clones, l'un congelé au 
stade í( embryoides en multiplication )) et l'autre au stade (í structures 
___ ~~ 
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embryogènes )), ont été envoyées à la Station de Recherche IRHO/ 
CIRAD de La Mé (a te  d'lvoire). Elles ont été mises à enraciner, acclima- 
tées en pré-pépinière, cultivées en pépinière puis plantées en champ. 
Leur enracinement et leur développement ont été identiques à ceux de 
vitroplants provenant d'embryoides témoins non congelés. Les observa- 
tions sont actuellement poursuivies pour vérifier, en particulier au niveau 
de la floraison, la conformité des plantes adultes. 
La cryoconservation des embryons somatiques de palmier à huile fait 
actuellement l'objet d'un transfert de technologie. Le procédé est en 
cours d'application dans les laboratoires de Côte d'Ivoire, de Malaisie et 
d'Indonésie pour le stockage des clones qu'ils produisent. La même 
technique va également être prochainement étendue à la conservation 
des embryons zygotiques de palmier à huile et de cocotier, dont I'équipe 
ORSTOM/IRHO maîtrise la culture in vitro (26, 27). 
i F 
I 
Asperge 
Chicorée 
Fenouil 
Mâche 
Oignon 
Tableau 2 
Pourcentages de germination obtenus à 20 OC avec les semences 
orthodoxes de quelques espèces cultivées, au moment de la récolte 
et après 4 ans et 8 ans de conservation à la température ambiante. 
T, semence témoins placées à l'air libre ; 
1 semences lyophilisées conservées sous vide. D'après Côme. 
O (récolte) 
T L  
93 96 
96 90 
100 83 
88 96 
92 92 
I Espèces I Germination (%) après 
4 ans 8 ans 
CONCLUSION 
~ ~~ 
La conservationà long terme des organes végétaux est un sujet d'actua- 
lité qu'il faut aborder de toutes les facons possibles. Le froid rend 
d'importants services dans le cas des semences orthodoxes. En revan- 
che, de grandes difficultés sont rencontrées avec les semences récalci- 
trantes, à cause de leur biologie très particulière et, sans doute aussi, 
parce qu'elles ont fait l'objet de trop peu d'études. Les recherches sur la 
cryoconservation permettront peut-être de résoudre partiellement les 
problèmes posés par ces semences dont la biologie semble se rappro- 
cher beaucoup plus de celle des organes produits in vitro que de celle 
des semences orthodoxes. 
La lyophilisation paraît étre aussi une technique intéressante pour la con- 
servation très prolongée de certaines semences orthodoxes. II n'est pas 
impossible qu'elle puisse être appliquée à des embryons somatiques ou 
à des méristèmes. Des recherches sont d'ailleurs engagées dans cette 
direction en ce qui concerne les semences artificielles que l'on essaie 
actuellement de fabriquer. 
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